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A phalloidin az Amanita phalloides-ből (gyilkos galóca) származó ciklikus polipeptid, 
citotoxin. A phalloidin nagy affinitással kötődik aktin filamentumhoz, stabilizálva ezzel annak 
szerkezetét (Faulstich et al., 1977; Miyamoto et al., 1986). A phalloidin stabilizált aktin 
filamentum alkalmazása széles körben elterjedt az in vitro kísérletek során. Többféle 
fluoreszcens phalloidin származékot (pl.: rodamin-phalloidin, fluorszcein-phalloidin, eosin-
phalloidin) használnak például fluoreszcencia mikroszkópiai eljárásokban az aktin 
citoszkeleton láthatóvá tételére. 
Egy másik ciklikus polipeptid, citotoxin, a tengeri szivacsból (Jaspis johnstoni) 
száramazó jasplakinolide hatása ugyanakkor sokkal kevésbé ismert. In vitro a jasplakinolide 
szintén kötődik az aktin filamnetuzmhoz és stabilizálja annak szerkezetét (Bubb et al., 1994). 
Gyorsítja az aktin polimerizációját (Bubb et al., 1994), és nem polimerizáló körülmények 
között az aktint polimerizációra készteti. Míg a phalloidin stabilizálja az aktin oligomereket, a 
jasplakinolide hasonló hatást nem mutat (Spector et al., 1999). A jasplakinolide a 
phalloidinnel versengve képes az aktin filamentumhoz kötődni, ami valószínűsíti azt, hogy a 
két toxikus peptid kötőhelye az aktinon egybeesik, vagy nagymértékű átfedést mutat 
(Senderowicz et al., 1995). A két toxin között lényeges különbség van a tekintetben, a 
jasplakinolide - szemben a phalloidinnel - szabadon képes a sejtbe jutni. Mint láthatjuk, e két 
toxin egyes esetekben hasonló, más esetekben azonban eltérő hatást gyakorol az aktin 
filamentumra. Munkánk során a phalloidin és a jasplakinolide hatását vizsgáltuk az aktin 






1. Az aktin filamentum dinamikájában phalloidin és jasplakinolide kötésének hatására 
bekövetkező változások leírása és azok összehasonlítása fluoreszcencia spektroszkópia 
alkalmazásával. 
 
2. A toxinok hatása alatt álló, illetve a toxinmentes filamentum termodinamikai 
jellemzőinek meghatározása, és összehasonlítása kalorimetria segítségével. 
 
3. Az aktin filamentum jellemzése szubsztöchiometrikus toxinkoncentrációk esetén.  
 





„Steady-state” fluoreszcencia kísérletek 
 
A „steady-state” fluoreszcencia kísérleteket egy Perkin-Elmer LS50B Lumineszcencia 
Spektrométerrel végeztük, amely termosztálható mintatartóval volt felszerelve. A mérés során 
az alábbi puffert használtuk 2 mM Tris/HCl, 0,2 mM ATP, 0,005 % NaN3, 0,5 mM 2-
merkaptoetanol, 100 mM KCl, 2 mM CaCl2 illetve MgCl2 (A puffer). 
A FRET hatásfok az alábbi egyenlettel meghatározható a donor fluoreszcencia 
intenzitásának ismeretében: 
 
E = 1 – ( FDA /  FD )     (1) 
 
ahol FDA a donor akceptor jelenlétében, és FD a donor akceptor nélkül mért fluoreszcencia 
intenzitása. 
A normált FRET hatásfok (ƒ ’), definíció szerint a FRET hatásfoknak és a donor 
akceptor jelenlétében mért intenzitásának a hányadosa (Somogyi et al., 1984): 
 
     ƒ ’ = E / FDA      (2) 
 
Munkánk során célunk volt a fehérje különböző állapotainak flexibilitásáról 
információkat szerezni, ezért hőmérsékletfüggő FRET kísérleteket végeztünk. Az ƒ ’ érték 
hőmérsékleti profilja (2. egyenlet) a donor és akceptor közötti fehérjemátrix flexibilitására 




 Differenciális pásztázó kalorimetria (DSC) 
 
Az aktin filamentumon végzett differenciális pásztázó kalorimetria (DSC) kísérleteket 
SETARAM Micro DSC-II kaloriméteren, 0 és 100 °C közötti hőmérséklettartományon 
végeztük. Az endoterm denaturáció kalorimetrikus entalpiaváltozását (∆H) a hőáram-
hőmérséklet görbe integráljából SETARAM program segítségével határoztuk meg. A 
denaturáció entrópiaváltozását (∆S) a denaturációs hőmérsékletére számítva (Tm) az alábbi 
képlettel kaptuk: 
 
∆S = ∆H / Tm      (3) 
 
A Gibbs-féle szabad entalpiaváltozást szobahőmérsékletre számítottuk ki a következő 
képlettel: 
 







Az aktin filamentum flexibilitásának és termikus stabilitásának vizsgálata Ca-
aktin filamentumban 
 
Munkánk során két toxikus peptidnek, a phalloidin-nek és a jasplakinolide-nek az aktin 
filamentum flexibilitására gyakorolt hatását kívántuk vizsgálni. Korábbi munkák során 
igazolódott, hogy Mg-aktin esetén phalloidin hatására a filamentum flexibilitása csak kis 
mértékben változott, míg Ca-aktin esetében nagymértékben csökkent (Nyitrai et al., 2000). 
Ezen megfontolások alapján a Ca-aktin filamentumot választottuk, mint alkalmas 
modellrendszert, a toxinok hatásának vizsgálatára. A toxinkezelést minden esetben toxin : 
aktin monomer = 1 : 1 arányban végeztük az aktin filamentumokon. 
 
Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) 
 
Kísérleteink egyik sorozatánál, az aktin fluoreszcens jelölése során kialakított 
IAEDANS-aktin, illetve IAF-aktin monomerek a polimerizálás előtt megfelelő arányban 
lettek összekeverve. Az így kialakított aktin filamentumon intermonomer flexibilitás 
kísérleteket végeztünk. Más esetben ugyanazon monomeren belül kettős jelölés végeztünk, 
majd az így kialakított IAEDANS-FC-aktin monomerek aktin filamentumba építésével, az 
aktin monomerek monomeren belüli, intramonomer flexibilitását vizsgálatuk. 
A toxinok (phalloidin vagy jasplakinolide) jelenlétében tapasztalt kisebb mértékű relatív 
ƒ ’ növekedés a filamentum erősebb monomor-monomer kölcsönhatását, a filamentális 
szerkezet stabilabbá válását mutatta. A jasplakinolide hatása a phalloidin hatásánál minden 
esetben erősebbnek mutatkozott. 
 
 
Differenciális pásztázó kalorimetria (DSC) 
 
A kalorimetriás kísérleteket a 0 és 100 °C közötti hőmérséklettartományban végeztük 
Ca-aktin filamentumokon. A DSC görbéken - minden esetben - egy, a filamentum 
hődenaturációjához tartozó csúcsot találtunk (>60 °C). A denaturációs csúcsok 
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maximumértéke („melting point” vagy Tm) toxinmentes esetben 67,3 °C volt, míg phalloidin, 
illetve jasplakinolide kezelt aktin esetében  79,3 és 87,7 °C-nak adódott. A magasabb Tm 
értékek a phalloidin, illetve a jasplakinolide kezelt esetekben a filamentum nagyobb 
hőstabilitását mutatják. Az eredmények - megerősítve ezzel a FRET mérés eredményeit - 
igazolták, hogy a jasplakinolide erősebb stabilizáló hatással van a Ca-aktin filamentumra, 
mint a phalloidin. 
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A toxinok hatásának kooperativitása Mg-aktin filamentumokban 
 
Számos aktin filamentumhoz kötődő ligandum molekula képes a filamentumban 
konformációváltozást okozni a kötőhelytől távolabbi monomerekben is Drewes, 1993 #65; 
Orlova, 1995 #57; Steinmetz, 1997 #85}. Ilyen kooperatív módon terjed a phalloidin hatása is 
(Drewes and Faulstich, 1993; Orlova and Egelman, 1995). A phalloidin-aktint, mint 
referencia modellt  alkalmaztuk. Munkánk során azt vizsgáltuk, hogy a jasplakinolide képes-e 
kooperativív hatás kialakítására.  
 
 
Az aktin filamentum toxinok  hatására kialakuló konformációs állapotai 
 
Az aktin filamentumokat 1 : 500, illetve 1 : 1 moláris arány között több, különböző 
toxin : aktin monomer arányban kezeltük a DSC kísérletekhez. A vizsgált minták DSC görbéi 
mindkét toxin esetében tipikusan három denaturációs csúccsal rendelkeztek 
szubsztoichiometrikus körülmények között. Az egyes átmenetek az aktin filamentumok 
különböző konformációs állapotait tükrözik. Meghatároztuk a különböző konformációkhoz 
tartozó Tm értékeket, majd az egyes Tm értékekhez tartozó görbe integrálokat. A több 
denaturációs csúccsal rendelkező esetekben a görbét az egyes maximumokhoz illesztett 
Gausz-görbékkel dekonvoláltuk. 
A különböző Tm csúcsokhoz tartozó entalpia értékek alapján meghatároztuk a 
csúcsokhoz tartozó aktin protomer konformációk arányát. Az egyes konformációkhoz tartozó 
Tm értékeket az alacsonyabb, közepes és magas denaturációs hőmérsékleteknek megfelelően 
Tma, Tmb és Tmc -vel jelöltük (1.a,b ábra). Minden egyes toxin : aktin monomer arány esetében 
a Tma azonos volt a toxin mentes aktin esetében kapott Tm értékkel. A Tmc denaturációs 
hőmérséklet megegyezett azzal a hőmérsékleti maximummal, amit 1 : 1 arányú toxinkezelés 
esetén phalloidin (~ 80 oC), illetve jasplakinolide esetében (~ 90 oC) tapasztaltunk. A 
jasplakinolide Mg-aktin esetében is stabilabb filamentális szerkezetet eredményezett mint a 
phalloidin. A hőabszorpciós görbe Tmc-hez tartozó integrálja a toxinkoncentráció 
emelkedésével lineárisan nőtt (1.a,b ábra). 
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Felső ábra: a Mg-aktin filamentum Tma (■), Tmb (•) és Tmc (▲) értékei a toxin:aktin  
monomer arány függvényében phalloidin (a), illetve jasplakinolide (b) esetében. 
Alsó ábra: A Mg-aktin filamentum Tma (□), Tmb (○) és Tmc (∆) értékekhez tartozó, különböző 
konformációjú monomereinek relatív koncentrációja a toxin:aktin monomer arány függvényében, phalloidin 
kezelt (a), illetve jasplakinolide kezelt (b) aktin esetében. 
 
Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy az aktin filamentumokon belül van egy olyan 
maximálisan stabilizált monomer populácó, amelyet a monomereket közvetlenül kötő 
toxinmolekulák stabilizálnak. Mindkét toxin esetében, nem teljes toxinkezelést alkalmazva 
megjelent a DSC görbéken egy harmadik (Tmb) denaturációs csúcs is. A Tmb denaturációs 
csúcs értelmezésünk szerint azon monomerek hődenaturációját jelzi, amelyeket nem 
stabilizálnak közvetlenül toxinmolekulák, viszont amelyeken távolabb lévő, toxint kötő 
monomerek kooperatív stabilizációs hatása érvényesül. 
 
 
A kooperatív hatás modellje 
 
A kvantitatív leírás során feltételeztük, hogy a toxinmolekulák az aktin filamentumhoz 
véletlenszerűen kötődnek. Meg kívántuk határozni egy kötött toxin kooperatív hatása során 
kialakuló kooperatív egység nagyságát (protomerek száma).  
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Meghatároztuk annak valószínűségét, hogy egy monomer ne legyen toxin hatása alatt a 
filamentumban (N/N0): 
 
N / N0 = (1 - p)2k+1      (5) 
 
ahol p annak a valószínűsége, hogy egy protomer toxint köt, N0 a monomerek száma a 
filamentumban, valamint N azon protomerek száma a filamentumban amelyek toxinhatástól 
mentesnek mutatkoznak. 
Az N / N0 értékét a kísérleti eredményekből a DSC görbék Tma denaturációs csúcshoz 
tartozó integráljaiból, p értékét pedig az alkalmazott toxin : aktin monomer arányból tudtuk  
meghatározni. Az (5) egyenlettel görbét illesztettünk a mérési pontokra (2. ábra), így k 
értékére phalloidin-nél 3,0 ± 0,5 , jasplakinolide-nál pedig 6,9 ± 1,1 kaptunk. 
















Toxin hatásától mentesnek talált monomerek aránya (N / N0), a phalloidin (•) 
és jasplakinolide (○) kezelés arányának függvényében Mg-aktin filamentum esetében. 
 
A kooperatív egység ezek alapján 2k + 1 = 7 aktin protomer phalloidin, és 15 aktin 
protomer jaslakinolide esetében. Az alloszterikus hatás tehát jasplakinolide esetén nagyobb, 






Munkánk során összehasonlítottuk az aktin filamentumban phalloidin és jasplakinolide 
hatására bekövetkező molekuláris szintű dinamikai és szerkezeti változásokat. 
Megállapítottuk, hogy mindkét toxin stabilizáló hatást gyakorolt az aktin filamentumra. A 
FRET és a DSC eredmények is egybehangzóan igazolták, hogy a jasplakinolide stabilizáló 
hatása nagyobb a phalloidin stabilizáló hatásánál.  
Megállapítottuk, hogy mindkét toxin hatása kooperatív módon terjed a Mg-aktin 
filamantumok mentén. A kísérleti eredmények alapján felállítottunk egy modellt, ami alapján 
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Phalloidin, a cyclic peptide from Amanita phalloides can tightly bind to actin filaments 
and stabilizes their structure (Faulstich et al., 1977; Miyamoto et al., 1986). Phalloidin 
stabilized actin filaments were extensively used in in vitro studies. Fluorescent derivatives of 
phalloidin (e.g.: rhodamine-phalloidin, fluorescein-phalloidin, eosin-phalloidin) were also 
applied to visualize the architecture of the actin cytoskeleton by fluorescence microscopic 
methods in intracellular studies.  
The effect of another cyclic peptide, jasplakinolide from a marine sponge (Jaspis 
johnstoni) on actin filaments is understood to a much lesser extent than that of phalloidin. It is 
known that jasplakinolide binds to F-actin, and stabilize it’s structure in vitro (Bubb et al., 
1994). Jasplakinolide accelerates actin polymerization (Bubb et al., 1994), promotes actin 
polymerization under nonpolymerizing conditions. Although phalloidin can stabilize actin 
oligomers, similar effect from jasplakinolide was not observed (Spector et al., 1999). 
Jasplakinolide and phalloidin competitively bind to actin filament, which suggest that the 
binding sites of the two drugs are identical or similar in high extent (Senderowicz et al., 
1995). Another important difference between the two drugs is that in contrast to phalloidin, 
jasplakinolide readily enters cells. It appears that the effect of jasplakinolide is similar to that 
of phalloidin in some aspects, while other effects are different for the two toxins. In this study 
we compared the effect of phalloidin and jasplakinolide on the dynamic properties and 







1. Study the differences between the effect of phalloidin or jasplakinolide on actin 
filament using fluorescence spectroscopy. 
 
2. Describe and compare the thermodinamical parameters of actin filament in the 
presence or absence of toxins. 
 
3. Characterization of the actin filament under substoichiometric toxin concentrations. 
 





Steady-state fluorescence experiments 
 
The steady-state fluorescence measurements were performed with a Perkin-Elmer 
LS50B Luminescence Spectrometer equipped with a thermostatic sample holder flushed with 
dry air against the water condensation. The experiments were carried out at pH 8.0 in a buffer 
containing 2 mM Tris/HCl, 0.2 mM ATP, 0.005 % NaN3, 0.5 mM 2-mercaptoethanol, 100 
mM KCl and 2 mM CaCl2 (buffer A).  
The efficiency of FRET (E) can be determined from the donor intensities by using the 
following equation: 
 
E = 1 – ( FDA/FD )     (1) 
 
where FDA and FD are the fluorescence intensities of the donor in the presence and absence of 
the acceptor, respectively.  
The normalized FRET efficiency, f ’, was defined as the ratio of the FRET efficiency to 
the fluorescence intensity of the donor measured in the presence of the acceptor (Somogyi et 
al., 1984):  
 
f ’ = E/FDA       (2) 
 
An experimental strategy has been developed to obtain information regarding the 
flexibility of the different forms of a protein by temperature dependent FRET measurements. 
The temperature profile of f ’ (Eq. 2.) is characteristic for the flexibility of the protein matrix 





Differential scanning calorimetry (DSC) 
 
The thermal denaturation of actin filaments was monitored between 0 °C and 100 °C 
with a SETARAM Micro DSC-II calorimeter. Calorimetric enthalpy change (∆H) of 
endothermic transitions were calculated from the area under the heat absorption curve using 
two-point setting SETARAM peak integration. Transition entropy change (∆S) was calculated 
for the peak transition temperature (Tm) from the following equation: 
 
∆S = ∆H/Tm.       (3) 
 
The Gibbs free enthalpy change was calculated from the following equation:  
 





Study the flexibility and thermal stability of Ca-actin filaments 
 
 
In this work our aim was to compare the effect of phalloidin and jasplakinolide on the 
dynamics of actin filaments. The filament flexibility showed little dependence on the presence 
of phalloidin in the case of Mg-F-actin (Nyitrai et al., 2000), while for Ca-F-actin the filament 
flexibility was greatly reduced after phalloidin binding. Therefore, we have chosen Ca-F-actin 
as a model system in this study. The actin filaments were treated with toxins in 1 : 1 molar 
ratio in all cases befor the experiments. 
 
 
Fluorescence resonancy energy transfer (FRET) 
 
In one set of experiments, the separately labeled IAEDANS-actin and IAF-actin 
monomers were mixed before the polymerization. These experiments therefore reported on 
the intermonomer flexibility of actin filaments. In another set of experiments the double 
labeled IAEDANS-FC-actin monomers were incorporated into actin filaments, and the 
intramonomer flexibility of individual actin protomers within the filaments was characterized. 
The smaller temperature induced increase of ƒ ’ in the presence of toxins (phalloidin or 
jasplakinolide) indicated that the monomer-monomer interactions along the actin filament 
became stiffer and the flexibility of the actin filaments, either intermonomer or intramonomer 
cases. The effect of jasplakinolide was slightly greater than that of the phalloidin in all cases. 
 
 
Differential scanning calorimetry (DSC) 
 
The calorimetric curves were obtained between 0 °C and 100 °C for Ca-F-actin in the 
absence or presence of toxins in 1 : 1 molar ratio. We found one large transition - 
corresponding to the filament heat denaturation - at each cases (> 60 °C), which we attribute 
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to the thermal denaturation of the filaments. The melting temperature (Tm) from this transition 
was 67.3 °C in the absence of toxins, and shifted to 79.3 °C and 87.7 °C in the presence of 
phalloidin or jasplakinolide, respectively. The larger Tm is attributed to the greater resistance 
to heat denaturation, and thus the variation of the Tm values indicated that the thermal stability 
of Ca-F-actin was increased after the binding of either phalloidin or jasplakinolide. In 
agreement with the fluorescence data the stabilizing effect of jasplakinolide was greater on 





The cooperative effect of the toxins on Mg-actin filaments 
 
A number of ligands can induce conformational changes in actin filaments, which 
propagate to distant protomers from the binding site (Drewes and Faulstich, 1993; Orlova and 
Egelman, 1995; Steinmetz et al., 1997). One of these ligands is phalloidin (Drewes and 
Faulstich, 1993; Orlova and Egelman, 1995). We used here the phalloidin-actin complex as a 
reference model. We tested whether the effect of the binding of jasplakinolide was 
cooperative as well. 
 
 
The conformations of actin in the presence of phalloidin or jasplakinolide 
DSC experiments were carried out at a series of drug : actin protomer ratios ranging 
from 1 : 500 to 1 : 1. At substoichiometric drug concentrations the DSC curves usually 
showed three transitions with three characteristic melting points. This complex nature of the 
DSC curves suggested that the actin filaments were present in multiple conformational states 
in these samples. The processing of the DSC data was carried out by determining the Tm 
values for each melting components and then the integrals attributed to the heat absorption 
curves at each Tm. The latter analyses involved deconvolution and assumed that the individual 
melting curves were Gaussian. We used the enthalpies attributed to the three Tm values as the 
measure of the amount of actin denatured at the corresponding Tm value. Tma, Tmb and Tmc are 
the Tm values at the lowest, intermediate and the highest temperatures, respectively (Figure 
1.a,b). At each drug : actin protomer ratio Tma was identical to the Tm value measured in the 
absence of drugs and corresponded to the actin conformation unaffected by drug binding. On 
the applied temperature scale another thermal transition peak (Tmc) appeared at ~ 80 oC and 
~ 90 oC for phalloidin and jasplakinolide, respectively and were similar to that measured at a 
1 : 1 drug : actin protomer ratio. The higher Tmc value  for jasplakinolide indicates that the 
stabilisation effect of this drug is greater on Mg-F-actin than that of phalloidin. The integral 
attributed to the heat absorption curve corresponding to Tmc depended linearly on the drug 
concentrations (Figure 1.a,b). 
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The upper panels show the drug concentration dependence of the determined Tm values with corresponding filled 
symbols. The lower panels show drug concentration dependence of the contribution of actin conformations 
corresponding to Tma (empty squares), Tmb (empty circles) and Tmc (empty triangles) to the total enthalpy required 
for denaturation. The results are shown for phalloidin (a) and jasplakinolide (b).  
 
 
These results suggest that there was a subpopulation of actin protomers which directly 
bound drug and melted at a temperature (Tmc) characteristic for the most stable actin 
conformation. In both cases there was a third component of the thermal denaturation curves 
(Tmb) at intermediate drug concentrations. We interpret these data as there was an actin 
population at intermediate drug : actin protomer ratios which did not bind the drugs directly, 
but was stabilised by the drug at locations distant from the binding site. 
 
 
A model to describe cooperativity 
 
To quantitatively describe the cooperative interactions along the actin filaments we 
assumed that these drugs bind randomly to actin protomers. We attempted to determine the 
number of cooperative units (number of protomers), over which the effect of the binding of an 
individual drug molecule can propagate.  
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We determined the probability that a protomer is not affected by the drug binding (N/N0) 
is given by: 
 
N / N0 = (1 - p)2k+1         (5) 
 
where p is the probability that an actin protomer binds the drug, N0 is the total number of 
monomers in a filament, and N the number of actin protomers in a filament, which are not 
affected by drug binding. 
 
The N / N0 ratio was experimentally determined from the relative contribution of the 
actin conformation which was characterised by Tma in Figure 1, while the actual value of p 
was given by the applied drug : actin protomer ratio. When Eq. 5. was fitted to the p vs. N / N0 
plots (Fig. 2.), the value of k was determined to be 3.0 ± 0.5 and 6.9 ± 1.1 for phalloidin and 
jasplakinolide, respectively. 
 
















The ratio (N / N0) of the concentration of Mg-actin monomers which were not affected by the binding of 
phalloidin (filled circles) or jasplakinolide (empty circles) as a function of the probability that an actin monomer 
binds a drug molecule.  
 
 
 Accordingly, the binding of one phalloidin molecule could change the conformation of 
2k+1 = 7 actin protomers, while one jasplakinolide could modify 15 actin protomers. These 
values showed that the range of allosteric interaction along the actin filament was longer for 




In this work the effect of phalloidin and jasplakinolide on the dynamic properties and 
thermal stability of actin filaments was studied. The results showed that actin filaments 
became more rigid in the presence of phalloidin or jasplakinolide. The fluorescence and 
calorimetric measurements provided evidences that the extent of stabilization by 
jasplakinolide was greater than that by phalloidin. 
We showed here that stabilisation effect of phalloidin and jasplakinolide on Mg-actin 
filaments was cooperative. To describe the experimental data we established a simple 
quantitative model, which revealed that the number of cooperative units was larger for 
jasplakinolide (15 actin protomers) than that for phalloidin (7 protomers). 
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